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реКомбинантные ретровируСные чаСтицы: технология Получения  
и иСПолЬзование в КачеСтве ПоложителЬных КонтролЬных образцов  

для Пцр-диагноСтиКи оПаСных вируСных инфеКций
ГУ «Республиканский научно-практический центр эпидемиологии и микробиологии», Минск, Республика Беларусь

цель работы – разработка технологии получения положительных контрольных образцов на основе реком-
бинантных ретровирусных частиц, а также ее применение при создании наборов реагентов для выявления 
рнк возбудителей опасных и особо опасных вирусных инфекций методом полимеразной цепной реакции с 
обратной транскрипцией. материалы и методы. для выполнения исследований использованы молекулярно-
биологические, генно-инженерные и иммунологические методы: полимеразная цепная реакция, рестрикция, 
лигирование, клонирование, трансформация, трансфекция и цитофлуориметрия. результаты и обсуждение. 
разработана и апробирована технология получения положительных контрольных образцов на основе реком-
бинантных вирионов, включающая в себя создание генно инженерной конструкции на базе ретровирусного 
вектора с клонированной в него диагностической последовательностью вирусного генома; получение «пакую-
щей» клеточной линии, продуцирующей химерные ретровирусные частицы; определение титра рекомбинант-
ных вирионов методом проточной цитометрии и полимеразной цепной реакции; использование полученного на 
их основе препарата в качестве положительного контрольного образца при пцр-диагностике инфекционного 
агента. технология использования ретровирусных векторов как носителей фрагментов рнк-геномных вирусов 
применена при разработке тест-систем для пцр-диагностики опасных и особо опасных вирусных инфекций, 
что позволило повысить эксплуатационные качества диагностических наборов и исключить на этапе их про-
изводства работу с концентрированными инфекционными агентами, относящимися к 3 и 4 группам риска по 
классификации воз (вирусы ласса, клещевого энцефалита, лимфоцитарного хориоменингита и возбудители 
геморрагической лихорадки с почечным синдромом).

Ключевые слова: рнк-содержащие вирусы, молекулярно-генетическая диагностика, рекомбинантные ретро-
вирусные частицы, положительный контрольный образец. 
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Abstract. Objective. Construction of positive control samples based on recombinant retroviral particles and their 
application in RT-PCR diagnostic assays for RNA detection of agents of dangerous and particularly dangerous viral 
infections. Materials and methods. Molecular biological, genetic engineering, and immunological methods were used: 
polymerase chain reaction, restriction, ligation, cloning, transformation, transfection, flow cytometry. Results and dis-
cussion. Technology of positive control samples producing based on recombinant virions has been developed and tested. 
It includes construction of retroviral vector with cloned diagnostic sequence of the viral genome; obtaining a packag-
ing cell line producing chimeric retroviral particles; determination of recombinant virions titer by flow cytometry and 
polymerase chain reaction; application of the obtained preparation as a control sample for PCR diagnostics of infectious 
agents. Positive controls based on retroviral vectors as carriers of genomic RNA fragments of pathogenic viruses were 
used in the development of PCR diagnostic kits for dangerous and particularly dangerous viral infections. Their applica-
tion increased the kits quality and made it possible to exclude the work with concentrated hazardous infectious agents 
(Lassa virus, tick-borne encephalitis virus, lymphocytic choriomeningitis virus, Puumala virus).
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одним из основных методов молекулярной диа-
гностики вирусных инфекций в последние годы ста-
ла полимеразная цепная реакция (пцр). создание 
современных диагностических тест-систем для вы-
явления геномов рнк-содержащих вирусов на осно-
ве метода полимеразной цепной реакции с обратной 
транскрипцией (от-пцр) предполагает наличие в 
комплектации тест-системы положительного кон-
трольного образца (пко).

в качестве положительных образцов могут быть 
использованы вируссодержащие биологические жид-
кости, транскрибированные in vitro молекулы рнк, 
ампликоны генов-мишеней и др. однако их примене-
ние в лабораторной практике ограничивается рядом 
факторов. использование в качестве пко культуры 
выявляемого возбудителя предполагает периодиче-
скую работу с биологически активными инфекцион-
ными агентами, включающую такие опасные проце-
дуры, как наработка биомассы, концентрирование и 
очистка вируса. при этом в наборах реагентов, пред-
назначенных для выявления и идентификации возбу-
дителей опасных и особо опасных инфекций, такой 
вариант пко значительно уменьшает возможность 
применения данных диагностикумов вне специали-
зированных лабораторий. положительные образцы 
на основе комплементарной днк не могут эффек-
тивно использоваться в указанном качестве, так как 
не обеспечивают контроль этапа выделения генети-
ческого материала и стадии обратной транскрипции, 
что повышает риск получения ложноотрицательных 
результатов. нестабильность контрольных образцов 
на основе вирусной рнк при их хранении и транс-
портировании ввиду чувствительности к действию 
рнказ значительно ограничивает возможность при-
менения препаратов подобного типа [1–3].

в последнее время все большее предпочтение 
отдается генно-инженерным контролям, созданным 
на основе бактериофагов и вирусов животных [4, 5]. 
такие контроли обладают рядом преимуществ: они 
безопасны в сравнении с биологическими жидкостя-
ми, содержащими патогены; позволяют контролиро-
вать процесс выделения генетического материала, 
практически имитируя выделение генома микроор-
ганизма из природного материала; при необходимо-
сти дают возможность сравнительной количествен-
ной оценки содержания патогена в исследуемой 
пробе; потенциально их можно стандартизировать 
по количеству генов-мишеней. получение генно-
инженерных положительных образцов особенно ак-
туально, когда речь идет о вирусных агентах, для ко-
торых не разработаны адекватные методы культиви-
рования (гепатит с, вич), или о вирусных агентах, 
относящихся к 3 и 4 группам риска по современной 
классификации воз [6–9].

как правило, генно-инженерные положительные 
контроли представляют собой рекомбинантные бак-
териофаги или вирусы, в геном которых клонированы 
диагностические гены-мишени. примеры использо-
вания таких контролей многообразны: армированные 

рнк на основе бактериофага м2 для молекулярно-
генетической диагностики энтеровирусных [10, 11] и 
арбовирусных инфекций [12], ретровирусные части-
цы [13] и рекомбинантные вирионы на основе вируса 
гриппа для диагностики гепатита с [14], вирусопо-
добные частицы на базе лентивирусов для диагно-
стики MERS-CoV [15] и лихорадки эбола [7].

в целом, разработка положительных контролей, 
устойчивых к воздействию рнказ и позволяющих 
максимально имитировать вирусную частицу, обе-
спечивая таким образом возможность контроля всех 
этапов исследования, остается актуальным вопросом 
при создании диагностических тестов для детекции 
рнк-содержащих вирусов.

целью данного исследования являлась разра-
ботка технологии получения положительных кон-
трольных образцов на основе рекомбинантных ре-
тровирусных частиц и ее применение при создании 
наборов реагентов для выявления рнк возбудителей 
опасных и особо опасных вирусных инфекций мето-
дом от-пцр.

материалы и методы

все генно-инженерные манипуляции прово-
дили с использованием коллекционного штам-
ма Escherichia coli DH5α (supE44 lаcU169 (ф80 
lacZΔM15) hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1). 
трансформацию бактериальных клеток, выделе-
ние плазмидной днк, электрофоретический анализ 
фрагментов осуществляли согласно рекомендациям, 
приведенным в руководстве [16]; рестрикцию, лиги-
рование плазмидной днк и фрагментов – в соответ-
ствии с условиями, рекомендуемыми изготовителем 
Thermo Scientific (сШа). для выделения вирионной 
рнк использовали набор реагентов «рибо-преп» 
(«амплисенс», российская Федерация) в соответ-
ствии с инструкцией производителя. реакцию обрат-
ной транскрипции проводили со случайными прай-
мерами с использованием набора «реверта-L» (про-
изводство Фгун цнии эпидемиологии, российская 
Федерация) согласно прилагаемой инструкции. для 
постановки пцр использовали Taq-полимеразу, де-
сятикратный реакционный буфер, раствор MgCl2, 
смесь дезоксинуклеотидов (Thermo Scientific, 
сШа), а также праймеры и гибридизационные зон-
ды, синтезированные одо «праймтех» (республика 
беларусь). пцр осуществляли на термоциклере 
Corbett Research (Corbett Life Sciences, австралия), 
пцр с детекцией продуктов реакции в режиме ре-
ального времени – на амплификаторе iQ5 (Bio-Rad, 
сШа). для подбора праймеров и гибридизационных 
проб использовали программу Vector NTI. 

«пакующая» клеточная линия GP+env-AM12, 
продуцирующая ретровирусные вирионы с амфо-
тропным спектром хозяев, а также линия клеток 
NIH 3T3, созданная на основе фибробластов мыши 
и используемая для определения биологического 
титра вируса, получены из российской коллекции 
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клеточных культур позвоночных (рккк п) (санкт-
петербург, российская Федерация). клеточные линии 
культивировали в среде DMEM (Dulbecco’s Modified 
Eagle’s Medium) (Sigma, сШа) с добавлением 10 % 
эмбриональной телячьей сыворотки (Sigma, сШа), 
2 мм L-глутамина (Sigma, сШа), 100 ед/мл пени-
циллина (Sigma, сШа), 100 мкг/мл стрептомицина 
(Sigma, сШа) при температуре 37 °с и 5 % содер-
жании со2.

ретровирусный вектор вводили в «пакующую» 
клеточную линию Gр+env-AM12 посредством по-
либреновой методики трансфекции. для этого 
4·105 клеток «пакующей» линии помещали во фла-
кон с площадью ростовой поверхности 25 см2 за 
день до постановки эксперимента. на второй день 
среду культивирования заменяли 1 мл свежей среды, 
содержащей 10 мкг плазмидной днк, и инкубирова-
ли в течение 6 ч в присутствии 10 мкг/мл полибрена 
(Sigma, сШа). затем проводили химический «шок» 
в присутствии 20 % DMSO (Sigma, сШа) в течение 
5 мин, далее клетки отмывали и помещали в свежую 
среду. на следующий день культуральную среду за-
меняли на селективную, содержащую 400 мкг/мл 
G418 (Sigma, сШа) (химический аналог неомици-
на). клоны, устойчивые к антибиотику, изолировали 
на 12–14 день после трансфекции и размножали в 
монослое для последующего анализа.

титр вируса определяли согласно модифициро-
ванному протоколу, описанному в статье D. Markowitz 
[17]. культуральную жидкость, собранную от клонов 
клеток GP+env-AM12, трансфицированных ретро-
вирусным вектором, центрифугировали в течение 
10 мин при 3000 g для удаления клеток и дебриса. 
инфицирование проводили немедленно после сбо-
ра вируса. реципиентные клетки NIH 3T3 высевали 
с плотностью 3·105 на 25 см2 во флаконы за 24 ч до 
инфицирования. на второй день среду заменяли на 
1 мл свежей среды, содержащей 8 мкг/мл полибре-
на и аликвоты тестируемого вируса. инкубирование 
проводили в течение 2 ч, после чего среду заменяли 
на свежую. количество клеток, экспрессирующих 
eGFP, анализировали спустя 72 ч после инфициро-
вания с помощью проточного цитофлуориметра (BD 
Biosciences FACSCanto I, сШа). титр вирусных ча-
стиц рассчитывали по следующей формуле: 

титр вируса = А·В/100·С,

где А – количество клеток в культуральном со-
суде на момент инфицирования; В – количество 
флуоресцирующих клеток; С – корректирующий ко-
эффициент, учитывающий разведение супернатанта, 
нанесенное на клетки.

для определения титра ретровирусных частиц 
методом от-пцр использовали набор реагентов 
«универсальный рнк-стандарт с детекцией продук-
тов реакции в режиме реального времени «белар-
рнк-стандарт-пцр/рв» (рнпц эпидемиологии и 
микробиологии, республика беларусь).

результаты и обсуждение

при разработке диагностических тестов для вы-
явления рнк-содержащих вирусов особое значение 
приобретает способ получения положительных кон-
трольных образцов. эти образцы должны содержать 
рнк-копию гена-мишени, желательно защищенную 
белковой оболочкой, и подвергаться всем основным 
этапам пробоподготовки: выделение рнк, обратная 
транскрипция и полимеразная цепная реакция. на 
наш взгляд, наиболее подходящим способом полу-
чения контрольных образцов является клеточный 
биосинтез «пакующей» линией рекомбинантных ре-
тровирусных частиц, в геном которых встроен диа-
гностический ген-мишень. специфическая нуклео-
тидная последовательность в такой частице упако-
вана в белковую оболочку, которая защищает ее от 
действия рнказ, и представлена в диплоидной фор-
ме в виде рнк. идея использования ретровирусных 
частиц как носителей генетической информации, 
обусловленная природной способностью ретрови-
русов встраиваться в геном клетки-хозяина в форме 
провируса и транкрибироваться в его составе, ис-
пользуя клеточную ферментативную систему, поло-
жена в основу создания высокотехнологичного спо-
соба получения рнк-стандартов. данная технология 
апробирована при разработке диагностических тест-
систем для выявления геномов возбудителей наибо-
лее актуальных для республики беларусь природно-
очаговых инфекций: геморрагической лихорадки с 
почечным синдромом (глпс), лимфоцитарного хо-
риоменингита (лхм) и клещевого энцефалита (кэ), 
а также опасной геморрагической лихорадки ласса, 
эндемичной для стран африки.

технологический процесс биосинтеза рекомби-
нантных ретровирусных частиц состоит из несколь-
ких этапов. первый этап связан с конструированием 
плазмидного вектора, объединяющего ретровирус-
ную и бактериальную часть и содержащего кассеты 
регуляторных элементов, необходимых для успеш-
ной репликации его в про- и эукариотической кле-
точной системе, а также ген-мишень инфекционного 
агента. 

бактериальная часть конструкции включает 
плазмиду pBR322 и позволяет проводить все генно-
инженерные манипуляции по клонированию и отбо-
ру рекомбинантных плазмид в бактериальном штам-
ме E. coli DH5α. достоинством плазмиды является 
тот факт, что ее репликация происходит независимо 
от клеточного цикла. это позволяет получить боль-
шое количество копий плазмиды, что важно для по-
следующих этапов клонирования. в состав вектора 
включен ген устойчивости к ампициллину, благода-
ря наличию которого возможна селекция бактери-
альных клонов при выращивании на среде с анти-
биотиком.

ретровирусная часть получена на базе генома 
вируса лейкемии мышей молони (MoMuLV), она 
содержит только цис-действующие последователь-
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ности, необходимые для репликации (длинные кон-
цевые повторы (LTR – long terminal repeat); Ψ – об-
ласть упаковки-димеризации вирусного генома; PBS 
(primer binding site) – сайт связывания т-рнк затрав-
ки; полипуриновый тракт – сайт инициации синтеза 
плюс-цепи днк (ррт, polypurine tract). по концам 
LTR расположены небольшие частично инвертиро-
ванные повторы (att-сайты), необходимые для инте-
грации провируса в геном инфицированной клетки. 
в вектор встроен полилинкер, содержащий сайты 
гидролиза ферментов рестрикции. 

в ретровирусную кассету вектора клонирова-
ны дополнительно две функционально значимые 
нуклеотидные последовательности: одна из них ко-
дирует зеленый флюоресцирующий белок (egfp), 
другая – аминогликозид 3'-фосфотрансферазу (neo). 
транскрипция каждого из этих белков происходит 
под контролем собственного промотора: зеленый 
флуоресцирующий белок транскрибируется с сMV-
промотора (промотор ранних генов цитомегаловиру-
са), ген neo – c 5'-промотора вируса лейкемии мышей 
молони. каждая из последовательностей несет свою 
функциональную нагрузку. экспрессируемый белок 
eGFP позволяет оценить титр ретровирусных частиц 
с использованием цитофлуориметра, а аминоглико-
зид 3'-фосфотрансфераза – селектировать рекомби-
нантные клеточные клоны на среде с антибиотиком.

таким образом, в результате проведенных 
генно-инженерных манипуляций конструируется 
плазмида, содержащая все необходимые элементы 
для успешной репликации как в бактериальной, так 
и в эукариотической системе, в полилинкер которой 
дополнительно клонируется диагностически значи-
мый ген-мишень (рис. 1). 

для создания векторных конструкций 
pLCMV3΄retro, pLassaretro, pTBEretro, pPUUretro, 
содержащих в качестве вставки диагностически зна-
чимые фрагменты генома вирусов лхм, ласса, кэ 
и глпс соответственно, определены, амплифици-
рованы и клонированы в ретровирусный вектор ви-
русспецифические диагностические гены-мишени: 
фрагмент S-сегмента генома вируса лхм (штамм 
Armstrong) размером 156 пар нуклеотидов (п.н.); 

фрагмент L-сегмента генома вируса ласса (198 п.н.); 
фрагмент гена NS5 вируса клещевого энцефали-
та (92 п.н.); фрагмент м-сегмента вируса пуумала 
(365 п.н.). 

на следующем этапе ретровирусные векторы 
с помощью полибреновой методики трансфекции 
вводили в клетки «пакующей» клеточной линии. 
«пакующие» линии представляют собой перевивае-
мые клетки, в которых осуществляется синтез всех 
вирусспецифических белков, необходимых для фор-
мирования инфекционных ретровирусных частиц. в 
наших экспериментах использована клеточная ли-
ния GP+env-AM12, продуцирующая ретровирусные 
вирионы с амфотропным спектром хозяев [18]. 

в результате трансфекции сконструированными 
ретровирусными векторами клеток мышиных фи-
бробластов GP+env-AM12 и их последующего куль-
тивирования на селективной среде получены клоны 
«пакующих» клеточных линий ам12 LCMV3΄retro, 
ам12 Lassaretro, ам12 твеretro, ам12 PUUretro, 
продуцирующие рекомбинантные ретровирусные 
частицы.

супернатант «пакующей» клеточной линии со-
держит химерные ретровирусные вирионы, титр 
которых определяется с помощью инфицирования 
определенной дозой вируса индикаторной клеточ-
ной линии NIH 3T3 и последующего подсчета инфи-
цированных клеток на проточном цитофлуориметре. 
маркером, указывающим на инфицированность кле-
ток, служит экспрессия в них зеленого флуоресци-
рующего белка. количественной характеристикой 
титра вирусных частиц является количество флуо-
ресцирующих клеток, подсчитанное с использова-
нием метода проточной цитометрии. проверенный 
таким образом инфекционный титр является точкой 
отсчета для определения физического титра (количе-
ство геном-эквивалентов гена-мишени в полученном 
образце положительного контроля), который может 
быть значительно выше по следующим причинам: 
геном ретровируса диплоидный; частицы могут быть 
дефектными и не инфицировать индикаторные клет-
ки, но содержать репортерный ген. Физический титр 
определяется экспериментально с использованием 

рис. 1. структура ретровирусного вектора:
LTR (long terminal repeat) – длинные концевые повторы, включающие U3, R, U5 районы вирусного генома; PBS (primer binding site) – сайт связыва-
ния т-рнк затравки; Ψ – область упаковки-димеризации вирусного генома; neo – нуклеотидная последовательность, кодирующая аминогликозид  
3'-фосфотрансферазу; РCMV – промотор ранних генов цитомегаловируса человека; egfp – ген, кодирующий белок eGFP (enhanced green fluorescent pro-
tein); ген-мишень – фрагмент днк диагностически значимого участка вирусного генома

Fig. 1. Retroviral vector structure:
LTR – long terminal repeat including U3, R, U5 regions; PBS – primer binding site; Ψ – extended retroviral packaging signal; neo – neomycin phosphotransferase 
gene; PCMV – human cytomegalovirus (CMV) early promoter region; еgfp – enhanced green fluorescent protein gene; target gene – diagnostically significant 
DNA fragment of the viral genome
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молекулярно-генетических методов путем десяти-
кратного титрования супернатанта клеточной ли-
нии с последующим выделением рнк, постановкой 
от-пцр. мишенью для проведения пцр в режиме 
реального времени служит нуклеотидная последова-
тельность гена еgfp, содержащаяся в ретровирусном 
векторе. таким образом, биологический титр ре-
тровирусных частиц оценивался как по экспрессии 
белка, так и по наличию нуклеотидной последова-
тельности гена-мишени в составе рекомбинантной 
частицы в культуральной жидкости.

инфекционный титр ретровирусных частиц, 
продуцируемых клеточными клонами «пакую-
щих» линий ам12 LCMV3΄retro, ам12 Lassaretro, 
ам12 твеretro, ам12 PUUretro, изучен с исполь-
зованием индикаторной линии NIH 3T3 с помощью 
проточного цитофлуориметра по флуоресцентному 
сигналу зеленого флуоресцирующего белка. его зна-
чение для отдельных клеточных клонов составило от 
1,4·105 до 4,7·105 кое/мл. репрезентативные резуль-
таты экспериментов представлены на рис. 2.

в связи с тем, что диагностически значимый ви-
русный репортерный ген находится в составе одной 
кассеты с еgfp, количество геном-эквивалентов, 
определяемое относительно стандартных разве-
дений плазмидной днк, содержащей его нуклео-
тидную последовательность, приблизительно рав-

но значению физического титра рекомбинантных 
частиц. пример определения количества геном-
эквивалентов гена-мишени вируса лхм в образце 
культуральной жидкости «пакующей» клеточной 
линии ам12 LCMV3΄retro представлен на рис. 3.

стабильная продукция рекомбинантных вирио-
нов «пакующими» линиями позволяет стандарти-
зировать процесс получения положительных кон-
трольных образцов к+LCMVот-пцр, к+LASот-пцр, 
к+TBEот-пцр, к+PUUот-пцр при комплектации диа-
гностических тест-систем для выявления генетиче-
ского материала опасных и особо опасных вирусов: 
«белар-лхм-пцр/рв», «белар-буниа-Флави-
Фило-арена-пцр», «белар-ки-пцр/рв» и «бе-
лар-глпс-пцр/рв». 

полученные клеточные линии депонированы в 
специализированную коллекцию вирусов и бакте-
рий, патогенных для человека, созданную в рнпц 
эпидемиологии и микробиологии (номера депонен-
тов: 27/14 AM12 PUUretro, 28/14 AM12 TBEretro, 
29/14 AM12 Lassaretro и 30/14 AM12 LCMV3΄retro), 
и могут эффективно применяться на протяжении 
многих лет, не требуя проведения дополнительных 
генно-инженерных манипуляций.

исследования по оценке свойств положитель-
ных контрольных образцов к+LCMVот-пцр, к+LASот-
пцр, к+TBEот-пцр и к+PUUот-пцр показали их от-
носительную стабильность в условиях продолжи-

рис. 2. определение количества флуорес-
цирующих клеток индикаторной клеточ-
ной линии, инфицированных ретрови-
русными частицами, содержащимися в 
культуральной жидкости «пакующих» 
клеточных линий ам12 LCMV3΄retro (a), 
ам12 Lassaretro (b), ам12 твеretro (c), 
ам12 PUUretro (d)

Fig. 2. Quantification of fluorescent indica-
tor cells infected with retroviral particles 
from culture medium of packaging cell lines 
ам12 LCMV3΄retro (a), ам12 Lassaretro 
(b), ам12 твеretro (c), ам12 PUUretro (d)

рис. 3. оценка количества геном-эквива-
лен тов гена-мишени вируса лхм в куль-
туральной жидкости «пакующей» клеточ-
ной линии ам12 LCMV3΄retro методом 
от-пцр с детекцией продуктов реакции в 
режиме реального времени:
Std 1–6 – двукратные разведения плазмидной 
днк, содержащей нуклеотидную последова-
тельность гена egfp, с известным количеством 
копий генетического материала; 1–4 – серий-
ные разведения образца культуральной жидко-
сти «пакующей» линии ам12 LCMV3΄retro

Fig. 3. Evaluation of LCMV target gene cop-
ies in packaging cell line ам12 LCMV3΄retro 
culture medium by real time RT-PCR:
Std 1–6 – two-fold dilutions of plasmid DNA con-
taining egfp nucleotide sequence with determined 
number of genetic material copies; 1–4 – serial 
dilutions of ам12 LCMV3΄retro culture medium 
sample
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тельного хранения при -70 °с, сохранность эксплуа-
тационных характеристик в пределах срока годности 
тест-систем при соблюдении соответствующих тре-
бований (12 мес., -20 °с), а также при моделировании 
условий, применяемых в случае транспортирования 
диагностических наборов (24 ч, +4 °с). результаты 
исследований представлены в таблице. 

технология использования ретровирусных век-
торов как носителей фрагментов рнк-геномных 
патогенных вирусов на примере четырех рнк-
содержащих вирусов, относящихся к разным семей-
ствам, является доказательством того, что описан-
ные подходы могут использоваться при разработке 
современных тест-систем для пцр-диагностики 
широкого спектра вирусов, генетический материал 
которых представлен молекулой рнк.

технология получения положительных кон-
тролей на основе рекомбинантных молекул дает 
возможность значительно улучшить молекулярно-
генетическую диагностику рнк-содержащих виру-
сов, адекватно оценить эффективность реакции как 
на стадии разработки диагностического теста, так и 
при его коммерческом использовании. данный под-
ход к получению положительных контрольных об-
разцов приобретает особую значимость в тех слу-
чаях, когда речь идет об опасных, особо опасных и 
вновь возникающих вирусных инфекциях, а также 
патогенных рнк-содержащих вирусах, для которых 
не найдены адекватные способы культивирования. 
вместе с тем предложенная технология в случае 

экстремальной ситуации при необходимости неот-
ложной диагностики позволяет использовать ис-
кусственно синтезированные днк-фрагменты ге-
номов вирусов, не имея их в наличии, и получать 
их рнк-копии.
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